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美洲 商 陆 核 基因 组 抗 病毒 蛋白 基因 的 克隆 及 序列 分 析 ” 


(云南 省 农业 生物 技术 重点 实验 室 , 昆明 650223) 


摘要 通过 PCR 扩 增 , 从 美洲 商 陆 (Phytolacca americana) 核 基因 组 中 克隆 了 商 陆 抗 病毒 蛋白 基 
因 , 序列 分 析 表 明 , 该 基因 含 885 “ЕНА, 与 已 报道 的 序列 比较 , 核 苷 酸 同 源 性 为 99.3%。 
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Abstract The antiviral protein gene was amplified from genomic DNA of Phytolacca americana 
by polymerase chain reaction. After cloning into BamHI sites of pPGEM- Т, {ће fragment was 
subcloned into pPUC18 апа Шеп sequenced on Pharmacia А.І. Е auto-sequencer. The results in- 
dicated that the cloned fragment contained 885 nucleotides, and shared a sequence homology of 
99.3% with that of the reported. 
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美洲 商 陆 抗 病毒 蛋白 (Pokeweed Antiviral Protein, РАР), 目前 国外 已 报道 了 3 种 : 即 从 商 陆 成 熟 种 子 
中 分 离 纯化 出 的 抗 病毒 蛋白 5-РАР (Kung ег al, 1990); 来 自 商 陆 生长 期 叶片 cDNA 编码 的 抗 病毒 蛋白 
с-РАР (Lin et al, 1991); 以 及 商 陆 核 基因 组 编码 的 抗 病毒 蛋白 a-PAP。 三 者 之 间 氨 基 酸 同 源 性 达 74%, 是 
核糖 体 抑制 蛋白 , 具有 广 谱 抗 病毒 活性 (Kataoka et al, 1992)。 Jennifer 等 (1993) 报 道 了 转 с-РАР 基因 烟草 
的 广 谱 抗 病毒 活性 , 研究 表明 , с-РАР 转基因 烟草 对 虫 媒 及 机 械 磨擦 传播 的 CMV, РУХ, PVY 病毒 具有 明 
显 的 抗 性 (Jennifer et al, 1993), 这 表明 商 陆 抗 病毒 基因 在 作物 基因 工程 抗 病 育 种 中 是 十 分 有 价值 的 。 目 前 
国内 对 以 上 3 种 商 陆 抗 病 毒 蛋 白 基因 的 分 离 克隆 及 分 子 生物 学 研究 工作 尚未 见报 道 。 为 此 ,我们 从 美洲 商 
陆 中 克隆 了 其 核 基 因 组 编码 的 a-PAP 基因 , 并 拟 将 其 导 和 人 云南 烟草 优良 品种 中 , 以 期 利用 基因 工程 手段 选 
育 广 谱 抗 病毒 的 烟草 品种 。 


“云南 省 自然 科学 基金 重点 项 目 94C0043。 “ ”通讯 作者 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 

美洲 商 陆 (Phyrolacca americana) 材 料 取 自 中 国 科 学 院 昆明 植物 研究 所 引种 栽培 品种 。 按 Brian 等 
(1984) 的 方法 从 生长 期 叶 中 进行 小 量 总 DNA 的 制备 。Taq ОМА 聚合 酶 购 自 中 国 科学 院 遗 传 研究 所 ; 
pGEM-T 载体 系统 购 自 Promega; 质粒 提取 试剂 盒 , DNA 纯化 试剂 盒 购 自 Qiagen; ОМА 测序 试剂 盒 购 
自 Pharmacia; 其 它 酶 及 试剂 购 自 华 美 生物 工程 公司 。 
1.2 PCR 引物 

根据 Kataoka 等 (1992) 报 道 的 序列 设计 引物 , 两 个 引物 的 5 端 引 和 人 Ватні 位 点 。 

І: 5-СТССАТССАТСААСАТСАТССТОСТОСТТСТТСТ-3' 


Ватні 
П: 5-СТССАТССТТАТАССТСАСССААСАТОССАСТТТ-3' 
BamHI 
引物 由 云南 省 农业 生物 技术 重点 实验 室 合成 。 
B A С 1.3 РСЕ 扩 增 








以 美洲 商 陆 总 DNA 为 模板 , 进行 预 变 性 , 建 
立 S0UL РСЕ 反应 体系 , @ 100 mmol/L 
Tris-HCI (pH 9.0), 500 mmol/L КС, 1. 5 
mmol/L МЕСІ, 0.2 mmol/L  dNTP， 
20иттоі/ 1. 引物 , 模板 ОМА 50~ 100 пр, 1.5 
单位 Таа 酶 。 反 应 条 件 为 : 93C 1 піп, 60C 1 
тїп, 72C 2 min, 35 个 循环 后 延伸 7 min。 
1.4 PCR 产物 的 克隆 

РСК 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 恋 分 离 , 回收 并 纯 
化 后 直接 连接 到 pGEM-T 载体 系统 , 转化 Е. 
соц DH5a 菌株 , 在 含 氨 葵 青 霍 素 及 X-gal Ш 
上 筛选 白色 菌落 酶 切 鉴定 重组 转化 子 。 
1.5 DNA 序列 分 析 

克隆 到 的 商 陆 a-PAP 基因 经 BamHI 和 
EcoRI 双 酶 切 亚 克隆 到 pUC18 载体 上 , 利用 
Pharmacia AutoReadIMSequencing 试剂 盒 在 
Pharmacia A. L. 下 自动 测序 仪 上 进行 РМА 序 


列 测定 。 
| 图 1 ААР Жз PCR 扩 增 2 ”结果 和 讨论 
Fig.l РСК amplification of a-PAP gene 
А. iDNA EcoRI-HindHI digestion as ОМА ladder В, 21 美洲 商 陆 抗 病毒 蛋白 а-РАР 基因 克隆 
С. РСВ products 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 表 明 РСВ 产物 大 小 约 
900bp( 图 1), 与 预期 a-PAP 基因 片段 大 小 相 
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图 2 а-РАР 基因 的 物理 图 谱 及 测序 策略 
Fig.2 Physical тар апа sequencing strategy of a-PAP репе А. Physical тар of а-РАР репе; 
В. Sequencing strategy of а-РАР репе Lines show 2 subclones апа whole a— РАР репе; arrows indicate 


sequencing direction 


(а) АТС ААС АТС АТО СТС GTG GTT СТТ GTG АТС АТС ТТА ТСА Тбб 42 


一 一 
СТС АТТ СТТ ААА ССА ССТ ТСА АСТ TGG GCC АТА ААТ АСА АТС АСС 87 





СТС ААС СОА ААС ААС TTG ТАТ 076 ATG GGC ТАТ ССТ САС АОС ТАТ 312 


ААТ GGC ААС ТОТ ССТ ТАТ САТ АТА ТТТ ААС САТ АТС ТСА ААТ АСТ 357 


ТСТ ССТ СТТ 067 ААА ААТ АТТ ААС ТАТ САТ АСС АСТ ТАТ ССА ОСА 447 
а лаа 一 
ТТС САА ААС ААА СТА ССА ССА ССА АСА АСТ САА СТС САА СТС ОСА 492 


ССА ААС ССТ АСС ААС TGG АТА СТС СТС АСА GTG САТ САТ АТС ААА 807 
一 -一 一 -一 一 一 一 一 一 一 0-- 
ССТ САТ GTG GGA СТО СТТ ААС ТАС СТТ ААТ 666 АСС TGC САС ССА 852 


一 -一 一 -一 -一 一 -一 一 - 


ACT TAC САА AGT GCC ATG TTC СОТ САС СТА ТАА 885 





图 3 美洲 商 陆 ( 云 南 材料 ) 中 а-РАР 基因 序列 (a) 及 与 已 报道 的 序列 (b) 的 比较 
Fig.3 Sequence of a-PAP репе of Phytolacca атегісапа (from Yunnan)( a) and its comparison with the reported 


data ( Б) underlined regions show primers for РСК 
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符 。PCR 产物 回收 后 直接 克隆 到 pGEM-T 载体 上 , 经 EcoRIXabI, BamHI 酶 切 分 析 , 确证 克隆 片段 与 报 
道 的 a-PAP 基因 醉 切 图 谱 相 同 (图 2)。 
22 ”美洲 商 陆 抗 病毒 蛋白 а-РАР 基因 序列 分 析 
将 克隆 到 pGEM-T 载体 上 的 a-PAP 基因 片段 通过 EcoRI 和 BamHI 双 酶 切 后 亚 克 隆 到 pUC18 Ж 
ЖЕ, 同时 亦 将 完整 的 a-PAP 基因 转 克隆 到 pUC18 载体 上 , 按 图 2 所 示 策 略 进 行 测序 。 序 列 分 析 结 果 表 
ВН; 扩 增 到 的 a-PAP 基因 与 Kataoka 等 (1992) 报 道 的 序列 比较 , 核酸 同 源 性 达 99.3%( 图 3)。 
目前 我 们 正 利 用 a-PAP 基因 结合 云南 优良 烟草 栽培 品种 抗 病 育种 进行 转基因 研究 , 这 项 研究 工作 具 
有 十 分 重要 的 意义 。 


致谢 美洲 商 陆 材料 由 中 国 科学 院 昆 明 植物 所 胡 忠 先生 惠 赠 , 商 陆 总 DNA 的 制备 得 到 胡 运 未 先生 的 
技术 帮助 。 
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